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諸言 
体内時計は生物にとって、昼夜の光環境の変化に代表される、周期的な外部環境の変化に対応し、
自らの行動や生理活性を最適化するうえで重要な機構である。多くの生物では、安定性と柔軟性を
兼ね備えた、体内時計の計時メカニズムは「内因性の自律振動の発振」と「外部環境への同調」と
いう二つの要素によって形成されている。脊椎動物では、内因性の自律振動は各細胞における時計
遺伝子 Period (per)、Cryptochrome (Cry)、Bmal、Clock による、転写のフィードバックループに
よって形成されている(Dunlap, 1990)。この内因性のリズムは分子時計と呼ばれている。この分子
時計を外部の光環境に同調させる機構は種によって異なっている。哺乳類では、網膜で光を受容し、
視神経の交叉上部に存在する一対の神経核である、視交叉上核が唯一の中枢時計として全身の末梢
時計を制御している(Jin et al., 1999; Liu et al., 2007) 。それに対して鳥類では、網膜のみならず
松果体でも光を受容し、視交叉上核が唯一の中枢時計ではなく網膜、松果体、視交叉上核が相互作
用しながら末梢時計を制御している。しかしながら、ゼブラフィッシュを除く魚類では、概日リズ
ムの光同調機構についてはあまり多くの研究はおこなわれておらず、特に海産魚ではほとんど明ら
かになっていない。ゼブラフィッシュの視交叉上核は組織的に同定されてはいるが、時計遺伝子の
組織異的な発現、及び中枢時計としての機能は否定的である。さらにゼブラフィッシュでは、網膜、
松果体が概日リズム形成に重要な役割を示すこと、そして各細胞が光受容能を持ち、中枢を介さず
に光周期に同調できることが知られている。このゼブラフィッシュの知見が養殖魚を含む他の魚類
にも適用されるのかは不明で、検討する必要がある。 
近年、私たちの研究で、海産魚であるヒラメの脳内において、時計遺伝子 Perid のホモログで分
子時計の光同調に寄与していると言われている per2 の発現箇所を調べた結果、組織特異的な発現
が嗅球、手綱核、視交叉上核、下垂体で観察され、視交叉上核と下垂体では In situ hybridization
法（ISH 法）の検出可能なレベルで発現に昼夜のリズム（昼/高発現、夜/低発現）が見られた
（Watanabe et al, 2012）。このことから、ヒラメでは、ゼブラフィッシュとは異なる、これまで魚
類では知られていなかった体内時計の制御機構が働いている可能性があり、ヒラメの体内時計の制
御機構を明らかにすることは魚類全体の体内時計の制御機構を理解するうえで重要である。 
魚類の体内時計と光同調機構に関する知見は水産養殖における養殖魚の飼育にも応用すること
ができると考えている。照明条件は養殖魚の生残率、成長量に関わる要因の一つである。一般に長
日照明飼育は成長を促進させるが、それによって形態異常を持つ割合が増加する魚種も多く知られ
ている。照明条件は、現在までのところ、養殖業者の経験に基づいて設定されている。魚類の体内
時計と照明条件の関係を理解し、養殖魚の健苗性の向上において最適な照明条件を魚種ごとに予測
することができれば、養殖種苗の質の向上にもつながるのではないかと考えられる。 
以上の背景を踏まえて、日本ではヒラメ胚及び仔魚は養殖現場から通年で入手可能で、実験に利
用できるため、私はヒラメをモデルにして、魚類の体内時計の制御機構、及び照明条件や内分泌系
との関係を明らかにする事を目的として研究に着手した。 
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本論文ではこれまでの研究成果を三つの章にまとめた。まず一章ではヒラメにおける体内時計制
御の分子メカニズムを理解するため、時計遺伝子の日周リズムの観察、ISH 法による組織特異的な
発現の解析を行った。二章ではゼブラフィッシュで観察されている末梢時計の自律的な光同調能に
着目し、ヒラメでも同様の機構が働いているのかを解析した。また中枢時計と抹消時計をリンクさ
せている液性伝達物質としてのコルチゾルとメラトニンの働きについて調べた。そして第三章では、
初期飼育における照明の影響を観察するため、体内時計の初期発生の観察と、それらに及ぼす照明
条件の影響についても解析した。 
第一章 ヒラメ分子時計の特性と光同調機構    
 分子時計（時計遺伝子のフィードバックループ）は脊椎動物で保存されていると言われているが、
それを構成する時計遺伝子の特性は種や綱によって異なっている。魚類ではホモログ・パラログが
多く存在するため、体内時計を時計遺伝子の発現変動を観察することで解析するならば、分子時計
のコンポーネントとして働いているであろう、明瞭な日周リズムを刻む遺伝子を解析に用いる必要
がある。ゼブラフィッシュでは Per 遺伝子として per1a、per1b、per2、per3 があり、Cry 遺伝子
として cry1aa、cry1ab、cry1ba、cry1bb、cry2、cry4、cry5 があるが、cry4 と cry5 は分子時計
のコンポーネントとして働かない。ヒラメでは Per と Cry  遺伝子のメンバーがどの程度存在する
のは明らかになっていないが、ゼブラフィッシュの per1b、per2、cry1aa と相同性の高い per1、
per2、cry1をクローニングし、発現量の変化を quantitative Reverse Transcription-PCR(qRT-PCR)
を用いて測定した。その結果、per1、per2 及び cry1 の全てで遺伝子発現に日周リズムが観察され
た（図 1C、F、I）。位相のピークは、per1 は照明点灯時（ZT0）付近、per2 と cry1 は ZT3 付近で
あった（表 1）。これらは哺乳類などの他の脊椎動物の発現パターンと酷似しており、ヒラメにおい
ても分子時計のモデルが機能していることがうかがえる。また飼育環境の光条件を LD 条件（照明：
消灯＝12h：12h）から LL（照明：消灯＝24h：0h）、及び DD 条件（照明：消灯＝0h：24h）に切
り替え、同様に解析した。すると per1 では全ての条件で発現リズムが維持されていたが、per2 で
は LL 条件で発現リズムが消失した（図 1 D、表 1）。また DD 条件では per2 と cry1 の発現量のピ
ークが LD に比べると前進していた（表 1）。これは光刺激による発現リズムの修正が起こっている
ことに起因すると考えられる。この結果をまとめると、per2、cry1 の遺伝子発現は分子時計による
制御に加えて光誘導性があること、per1 は分子時計による制御のみであることが分かった。このこ
とからヒラメでは分子時計の光同調には per2 が寄与していると考えられる。ISH 法による per2 の
組織特異的な発現を観察した結果、嗅球、手綱核、視交叉上核、下垂体で強い発現が見られ、視交
叉上核と下垂体では昼夜のリズムが見られていた（図 2）。この視交叉上核の発現リズムは DD 条件
でも継続している（図３）。これらのことからヒラメはゼブラフィッシュと比べると体内時計の中枢
制御が強く、その制御機関の一つとして（松果体や網膜と共に）視交叉上核が働いている可能性あ
る。また他の魚種（フグ、カンパチ、メダカ）においても ISH 法による per2 の発現解析を行った
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（図４）、カンパチではヒラメと同様に視交叉上核特異的な発現が見られた。それに対してフグでは
染色が見られたが他領域の染色と差はなく、組織特異的に強く発現しているとはいえない。これは
ゼブラフィッシュの染色パターンに類似している。メダカでは、染色が見られなかったため、発現
量が ISH 法の検出可能レベルよりも低いと考えられる。これらのことから per2 の発現は魚類の中
でも種によって幾つかのパターンがあることが分かった。これは主に per2 陽性細胞の分布に起因
するものだが、per2 の機能の違いについても解析を進める必要があると思われる。 
第二章 末梢時計における自律的な光同調能とコルチゾルの同調因子とし
ての働き 
ゼブラフィッシュでは末梢時計が自律的に光同調することができるため、体内時計制御の階層性
を調べることができない。本章では、ヒラメの体内時計の制御機構の階層性について議論するため
に、ヒラメ仔魚の尾鰭を片培養し、LD 条件下に保存し、末梢組織(尾鰭)における時計遺伝子の発現
リズムを解析した。もしゼブラフィッシュと同様の光同調能を持っていれば、In vivo と同様に昼夜
の発現リズムが観察されることが予測されたが、片培養した鰭では発現の周期性も光同調も見られ
なかった（図 5）。このことから、ヒラメの末梢は上流で中枢からの制御を受けていることが示唆さ
れた。この同調因子を探索するために、哺乳類では同調因子として働くことが知られるコルチゾル
（デキサメタゾン）とメラトニンを培養鰭に投与し、同様に解析した (図 6)。メラトニン添加では
有意な変化は見られなかったが、デキサメタゾン添加では各時計遺伝子、特に per1 の発現量の増
加が見られた。デキサメタゾン添加は In vivo の実験においても同様の結果が見られた(図 7)。これ
らのことからヒラメにおいて体内時計の制御には階層性があり、コルチゾルが中枢時計のシグナル
の一つとして末梢時計の時計遺伝子発現を制御している可能性が示唆された。 
第三章 体内時計の初期発生と照明条件の影響 
養殖現場では長日照明によって仔魚の摂餌時間を延長し、成長量を増加させているが、過度に継
続した恒常照明により仔魚の大量死が起こる場合もある。またヒラメでは、受精直後からの恒常照
明飼育によって、変態期の色素沈着異常、及び成長の抑制が引き起こされることが知られている。
これらのことから、孵化仔魚及び仔魚期での照明の影響を解明することは、水産養殖において重要
だと考えられる。 
本章ではヒラメ孵化仔魚を用いて、視交叉上核の per2 発現、松果体のアリルアルキルアミン-N-
アセチルトランスファラーゼ 2（aanat2）の発現解析を通じて、体内時計の初期発生を観察した。
aanat2 はメラトニン合成の律速酵素遺伝子で、発現に昼夜のリズム（昼/高発現、夜/低発現）が見
られることが知られている。また同様に松果体のメラトニン合成に関わる酵素遺伝子のトリプトフ
ァンヒドロキシラーゼ（tph1a）の発現も調べた。またこれらに加えて、視交叉上核と視床下部を
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つなぐドーパミン作動性ニューロンと下垂体の形成を観察するため、それぞれで発現する、チロシ
ンキナーゼ遺伝子（th1）と成長ホルモン遺伝子 gh の発現を観察した。その結果、視交叉上核にお
ける per2の発現リズムは、目の黒化が進行中の受精後 96時間（96 hpf）、松果体の aanat2 は 102hpf
から観察された。また 96hpf までに、視神経交叉や網膜視床下部路、下垂体が形成されていたため、
視交叉上核を介した体内時計はおよそ 90-102hpf で発生すると考えられた（図 8）体内時計の発生
に照明条件が関与しているのかを調べるために、LL 及び DD 条件で飼育したヒラメの aanat2 の発
現をコントロールと比較した。すると LL、DD 条件では、aanat2 の発現リズムは消失した。外部
の光周期が体内時計の発生に必要であるという仮説のもと、長日照明（照明：消灯＝22h：2h）で
102hpfまで飼育し、そこから 24時間照明に切り替えて飼育したヒラメの aanat2発現を観察した。
その結果、不完全ながらも発現の振幅が回復した(図 9)。このことから、体内時計が発生する以前
からの恒常照明飼育はこの発生を阻害する可能性が高く、暗期を挿入することで改善することがで
きると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
357
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 ヒラメ尾鰭における時計遺伝子の経時的な発現量変化 
表 1 コサイナー法による図 1 発現リズムの平均（Mesor）、振幅（Amplitude）、 
位相のピーク（Acrophase）を示したグラフ 
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 図２ ISH 法により可視化したヒラメ脳内の組織特異的な per2 発現 
 
図３ LD、DD 条件下における視交叉上核における per2 発現 
 
図４ 他の魚種における視交叉上核における per2 発現 
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 図５ ヒラメ培養鰭における経時的な時計遺伝子の発現量変化 
 
図６ In vitro 実験におけるデキサメタゾン、メラトニン添加の影響 
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 図７ In vivo 実験におけるデキサメタゾン、メラトニン添加の影響 
 
図８ 2 章における体内時計の初期発生に関する研究のまとめ 
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 図９ヒラメ孵化仔魚の松果体における、異なる照明条件下での 
aanat2 の発現量変化 
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殖
の
種
苗
生
産
技
術
の
高
度
化
に
貢
献
で
き
る
も
の
と
し
て
評
価
さ
れ
、審
査
員
一
同
は
申
請
者
に
対
し
て
農
学
博
士
の
学
位
を
授
与
す
る
に
値
す
る
も
の
と
判
定
し
た
。
判
定
は
、
5
名
の
審
査
委
員
と
も
に
合
格
判
定
で
、
審
査
員
の
評
価
は
3
名
と
も
に
A
A
で
あ
っ
た
。
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